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Pref. the polycation is an opt. modified protamine or histone 
or a synthetic heterologous polypeptide, specifically polylysine. 
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© Heuo Proteln-Polykatlon-Koniugale. 



© Die Erfindung k>etrifft ein System fur den Transport von Nukleinsiiuron in die Zelle. das Uk>er Rezeptor- 
vermtttelte Endozytose ablauft. Mil Hilfe nines Transferrin-Polykation-Konjugats kann nnit der polyanionischen 
Nukleinsaure ein Komplex gobildot werdon. DiesDr wird an don Transferrlnrezeptor. der in wachsenden Zellen 
hochreguliert ist, gebunden und in die Zolle aufgonommon. Als Nukleinsauron kommen solche in Betrachi. die 
spezlflsche Gene Oder die RNA-FunkUon inhibioroii. wid Antisonso-OiQCftuklootide oder Ribozyme bzw. die 
dafur kodiarenden Gene. Gegenstand dor Erfindung sind wetlers ein Verfahron rum EinfUhren von NuklernsSuren 
in die Zelle. Transterrin-Polykalion/Nuklcinsauro-KomploKe sowie diose cnihattende pharmazeutische Zuberei- 
tungen. 
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r*oue Prcitolri-Polykatlon-Konjugate 



Die Erfindung bezieht sich au( den Transport von zu ^oi/Kationon aiiinen Substanzen. insbesondere 
NukleinsSuren. in die Zelle, wobel der Transport Ober Rezep' v-vermittelte Endozytose ablSuft. 

Anlisense RNAs und DNAs habon sich in zellfreien Syst- men sowia innorhalb der lebenden Zelle ais 
wirksame Mittel fOr die selektive Inhlbierung bestimmter Gt?nsequonzon enrtrlesen. Die Wirkungsweise 

6 beruht in der spezifischen Erkennung eines komplement&ren NukleinsSurestranges und Aniagerung daran. 

' wodurch Transkription, Translation und Spaltprozosse beeintrSchtigt warden. Dieser Wirkmechanismus 
ermOglicht grundsStzlich rile Anwendung von Antisense-Olrgonukleotiden els Therapeutika. die die Expres- 
sion bestimmter Gene (wie dereguJierte Onkogene oder viralt* Gene) in vivo blockieren. Es wurde bereits 
gezeigt, dafl kurze Antisense- Oligonukleolide in Zellen importicit v/crJon und dort ihre inhibierende 

10 Wirkung ausOben ktJnnen (Zamocnik et al.. 1966). wenngleich ihr© inlrazelluifiro Koftrontration. o.a. wegen 
ihrer beschrSnkten Aufnahme durch die Zollmembran auf Grund dor starken negatlven l^dung der 
NukleinsSuren. gering ist. 

Ein weiterer Ansatz zur seiekliven Inhlbiorung von Genen bestehl in der Anwendung von Ribozymen. 
das sind RNA-MolekOle. die bestimmte R: JA-Sequenzen orkennen, daran binden und spalten konnen. Auch 
T6 hier besteht das BedUrfnIs. eine m6g!ichst hohe Konzentration von aktiven Ribozymen in der Zelle zu 
gewfihrleisten, wofUr der Transpa.'i in die Zelle ciner der limltieferijon Fc^:^^JrQn ist. 

Urn diesem limitierenden Faktor zu bogegnen, wurden bereits mehrere LSsungen vorgeschlagen. 

Erne dieser L5sungswege bosteht in direkten Modifikationen der NukleinsSuren. z.B. durch Substitution 
der geladenen Phosphodiestergruppen durch ungeladene Mothylphosphonate (Smith et al.. 1986), Carba- 
20 mate (Stirchak et al. 1987) oder Silylverbindungen (Cormier el al., 19S8) oder durch Phosphorothioate 
(Stern et al., 1988). Eine v/eitere f/.og!icb.Ueit der direkten Modifikation besteht in der Verwendung von 
Nukleosidanalogen (Morvan et al.. 19B8. Prasouth et al., 1988)). 

Wenn auch einige dieser Voi.-^chiago einen gru.idsalzlich vietversprechenden Ansatz der LGsung des 
Problems darstellen, weisen si'^ doch verschiedone Nachteile auf. z.B. eine geringere Bindung an das 
25 ZielmolekOI sowie einen gerirgoron Grad der eigentlichen Hemmwirkurg. Ein prinzipieller Nachteil bei der 
in vivo Anwendung von modifiziorten Oligonukleotiden besteht weiters in der mOglichen ToxizUat dieser 
Verbindungen. 

Ein altemativor Ansatz zur direkten Modifikation der Oligonukleolide besteht darin. das Oligonuklootid 
als solches unverSndert zu belassen und mil einer Gruppe zu versehen, die ihm die angestrebten 
30 Eigenschaften verleiht. mil MolekUlen. die den Transport in die Zelle erieichtem. Einer der Lfisungsvor- 
schiage im Rahmen dieses Prinzips bestoUi darin. das Oligonukleolid mil potykationischen Verbindungen zu 
Konjugieren (Lemaltre et al., 1987). 

FOr die Gentransformation von SSugetierzellen in vitro sind verschiedone Techniken bekannt. deren 
Anwendbarkelt in vivo Jedoch bv^schrSnlct isl (dazu zShlen das Einbringen von DNA mittels Viren, Uposo- 
35 men, ElekUoporation. Mikroinjoktion. Zellfusion. DEAE-Dextran oder die Qalciumphosphat-Prfizipltationsme- 
thode). 

Es wurde daher bereits versucht. ein in vivo anwondbares iosliches System zu entwickein, das DNA 
zielgerichtet Ober Rezeptor-varmiltelto cndozylose in die Zellen befordert (G.Y. Wu, C.H. Wu. 1987). Dieses 
System wurde fUr Hepatozyten antwickelt und horuht im wesonllichon auf don beiden folgenden Gegeben- 
40 heiten: 

1. An der Hepatozytenoberfiache exislieren Reidptoren, die bestimmte Glykoproteine binden und tn 
die Zelle befOrdem. 

2. DNA kann durch starke eloktrostalische Wechselwirkung unler Ausbildung von I5slicben Komple- 
xen an polykationlsche Verbindungen, z.B. Polylysin, gebunden warden. 

46 Das System beruht auf dem Prinzip, Polylysin an ein Welches Giylcoprotein, auf das der Rezeptor 
anspricht. zu koppein und diiiaufhin uurch Zugabe von D:>:A cinar. losHchon Glykoprotein/Polylysin/DNA- 
Komplex zu biWen. der zu den den Glykoprotein-Rezeptor aufweisenden Zellen transportiert wird und nach 
Aufnahme des Komplexes in die Zelly dio Expression der DNA-Sequenz ermSglicht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es. ein gegenUber diesem bekannten System, das auf Grund 
50 des spezifischen Vorkommens des Rezoplors auf einem einzigen Zolltyp nur fOr diesen Anwendung finden 
kann, breiter anwondbares. hochaktives Transportsystem zur VorfGgung zu stellen. 

Die LOsung dieser Aufgabe boslehl orfindungsgomao darin. daiJ das Polykation an Transfemn gebun- 

den ist. i 

Transferrine sind eine Klasse verv/andter metallbindender Transporiglykoprotelne mit In vivo Spezifiiat 
fOr Eison. Es wurden verschiodene Saugoliertransferrine identifiziert, wobei das Plasma-Transfemn die 



2 



EP 0 388 758 A1 



meisten KOrpergewebe mil Eisen versorgt. Hauptproduzent fur Transferrin ist die Leber. 

Transferrin weist ein Molekulargowicht vcn ca. eoOOO auf. wove C% auf die Zuckerreste entfallen. Lin 

Transferrinnriolekai kann zwei MoiekUIe Eisen bindon. wobei die Bindung die Anwbjenheit von Karbonat* 

Oder Bikarbonationen erfordeit. 
6 Der Transforr^n-Rezeptor, von dom es moglicherweise auf den ver-schiedenen Zelien geringfligig - etwa 

In der Kohlenhydratgruppe - voneinander abweichende Formen gibt, ist oin Transnr>embran-glykoproteln mit 

einein Molekulargewlcht von ca. 180000. wobei ein Rezeplormotelcul ein oder mSglichenft^eise zwel 

MoiekUIe Transferrin binden kann. 

Der Trensferrin-Rezeptor hat beim physiologischen pH-Wen von 7,4 wine sehr hohe Affinltfit fOr das 
10 Fe2-Transferrin. geringere AffinitSt fOr das Fo Transforrin und prakliscn koine Affinltat f*' ' das Apotransferrin. 

wenngleich dieses bei pH «5 mit dem Rezeptor einen tehr stabilen Komplex bildet. 

Transferrin-Rezeptpren wurden besonders zahlreich in Vorl&ufern von Erythrozyten, Plazenta und Leber. 

in meflbarer Anzahl auch in vielen anderen Korporgeweben nachgewiesen. Von besonderem Interosse ist 

die Beobachtung. daB der Rezeptor in wachsenden Zelien hochreguliert ist. Es wurde auch beobachtet. daiJ 
T5 die Rezeptorzahl in neoplastischem Gewebo in vivo gegenObei benignen LSsionen wesentltch erhSht ist, 

was auf einen erhOhten Eisenbedarf hinweist. Der Aufnanmemechanismus des Transferrin-Eisen-Komplexes 

durch Rezeptoren und sein inlrazelluiarer Zyklus sind gut untersuciil. 

Ober den exakten Ablauf der Abgabe der EisenmclekQ'.e durcln Transferrin besteht noch keine 

vollstSndige Klarheit. wenngleich die Ansicht Oberwiegt. dafl die Abgabe vorwiegend Intrazelluia. erfolgl. In 
20 einem energie- und tanriperaturabhangigen Vorgang werden Fe-Transferrin bzw. Fe2 -Transferrin an der 

Zelimembran an don Rezeptor gebunden. Daraufhin wird der Komplex in ein Vesikel, genannt Endosom 

Oder Rezeptosom, aufgenommen. Dieses wird mit einem weiteran Vesikel, das einen pH-Wert von < 5.5 

aufweist, vereinigt; die resullierende AnsSuerung bewirkl die Freigabe des Eisen*^ vom Transfemn. Der 

Apotransferrin-Rezeptor-Komplex wird daraufhin an die Zelimembran zurOcktranportiert. wo der neutraie pH- 
26 Wert die LostOsung des Apotransferrins vom Rezeptor ins umgebonde rv'fedium bewirkt. Es gibt Hinweise 

dafOr, dafl das Recycling, dessen Funktionieren auf der bei saurem und noutraleni. pH-Wert unterschiedlt- 

chen Affinitat des Rezeptors fOr Apo- bzw. Eisontransforrin beruht. Ober Vesikel des Golgi-Apparates erfolgt. 
Auf molekularer Ebene ist dio Aus!6sung des Transforrin-Zyklus noch nicht geklart; lediglich hinsichtlich 

einiger Aspekte gibt os Hinweise. z.B. zur moyiichen Rolle der Phosphorylierung (Hueberf et al.. 1987). 
30 Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung ist es erstmals gelungen, dieses aktive Trarisportsystem zu 

benutzen, urn NukleinsSuren, doren Aufnahme in die Zelle auf Schwie.igkeiten stOfit, In die Zelle zu 

beffirdern. 

Gegenstand der Erfindung sind somit noua Protein-Polykation-Konjiigate. die befShlgt sind. mit zu 
Po!ykatlonen affinen Substanzen. Insbesondore Nukloinsauron oder NukleinsSuroanalogeh, Komplexe zu 
35 bilden. die Ober Rezeptor-vermittolte Endoz^lose in dio Zelle aufgenommen werden. wobei der Proteinanteil 
des Konjugats Transfenin ist. 

Es wurde Oberraschend festgestellt. daB mit Hilfe der erfindungsgemSBen Konjugate Nukleinsauren 
unter Beibehattung ihrer inhibierenden AktivitSt effizient in die Zelle transportiert werden kOrinen. 

Unter "Transferrin" sind im Rahmen dur voriiegenden Erfindung sowohl die natOrlichen Transferrine zu 
40 verstehen cIs auch Transferrin-Modifikationen, die vom Rezeptor g^bunden und in die Zelle transportiert 
werden (solche Modlfikationen kdnnen beispielsweise in einer Anderung von Aminosfiuren oder in einer 
VerkOrzung des MolekOls auf den fOr die Rezeptorbindung maBgebiichan Anteil bestehen). 

Das molaro VerhSltnis Transferrin:Polykation betrSgt bevorzugt 10:1 bis 1:4. wobei zu berOcksichtigen 
ist. daB es zur Ausblldung von Aggrogaten kommen kann. Dieses VerhSltnis kann jedoch bei Bedarf 
45 innerhalb weiterer Grenzen Megen. solange die Bedingung eriOlIt ist. daB Komplexierung der NukleinsSure(n) 
stattfindet und gewShrieistet ist. daB dor gebildete Komplex durch den Transfeninrezeptor gobunden und In 
die Zelle bcf5rdert wirU, was durch einfach durchzufOhrende Versuche von Fall zu Fall OberprOft werden 
kann. 

Das Jewells gewfihhe VertiSltnis richtot sich vor allem nach der GrQBe des PolykationmolekUls sowie 
60 nach der Anzahl und Vorteilur.g der positiv geladenen Gmppierungen. Kriterien. die auf Qr6Be, SUuktur 
sowie allenfalls vorhandene Modifikationori der zu transportierenden NukletnsSure(n) abgestit imt werden. 
Die Polykattonen k6nnen gleich oder verschieden sein. 

Als Polykationen kSnn^r folgende Verbindungon vervvendet werden: 
a) Protamine: Dabei handelt es sich urn kleine (MG bis ca. 80CO). stark basische Proteine. deren 
55 posltiv geladene Aminosaurereste (vor allem Arginine) fOr gew5bnlich in Gruppen anger^rdnet sind und dte 
auf Qrund Ihre^ polvkationlschen Charakters die negativen Udungen von Nukleinsauren rwutralisieren 
(Warrant et al., 19VL). Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung ven^ndbaren Protamine kfinnen 
natartlchen Uraprungs oder auf rekombtnantom Weg hergestellt sein. wobei Mehrfachkopien hergesteltt 
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bzvy. Modifikationen hinsichtlich MolakOlgraOc und Aminosaiirosecjuenz vorgenomnnen werden kSnnen. 
Entsprechende Veibindungen kSnnen auch chemisch synthetisieri werden. 3ei der Synthase eines kOnsth- 
chen Protamins kann z.B. so vr '.-^j-ngcn worden, dnfl Aminosaureresle. die beim natDrlichen Protamin 
Funktionen haben. die (Or die Transportfunklion unerwUr.schl sind (z.B. Kondensation von DNA) dutch 
s geeignete andere AmlnosSuren ■j.aoM werden und/oder an einom Ende oine Aminosaure (z.B. Cys'.jn) 
vorgesehen wird. die die gezioHo Konjugalion mit Transfei-.n ermogllcht. 

b) HIslone- Dies sind im Chromatin vorlianden kleine DNA-bindende Rroteine mit einem hohen Anteil 
an positiv geladenen AminosSuren (Lysin und Arginin). der sie befShigt, onabhMnglg von der Nukleotidse- 
quenz an DNA zu binden und sie in Nukloosome zu fallen, wozu besonders die argininreichen Histone H3 

»o und H4 geeignet sind (Felsenfeld. 1978). Bezuglich der Herstellung und der Modifikationen gilt grundsalz- 
lich das fOr Protamine Gesagte. . , ^ u . i 

c) Synthetische Polypeptide, wie homologo Polypeptide (Poly lysin. Polyargmin) Oder heteroioge 
Polypeptide (bestehend aus zwei odor mohr Vertretern posillv galsdaner A:.,;iiOsauren). 

d) Nichtoeptische Kationen wie Polyethylonimine. Jie GrSfle der Polykationen wird bevorzugl so 
fs gewShlt. daB die Summe dor positiven Ladungen et-M 20 bis 500 betragl. sie wird auf die zu transportieren- 

de NuklelnsSure abgestimmt. , „ m o i 

Die erfindungsgemSOen Transferrin-Polykation-Konjugate k6nnen auf chemischem Oder, talis aas Koiy 
kaUon ein Polypeptid ist. auf rokombinantem Weg hergestellt werden. Die Kopplung auf chemischem Weg 
kann in lOr die Kopplung von Poptiden an sich bekannler Weise erfolgen. wobei. falls erforderlich. dio 
20 Einzelkomponenten vor der Kopplungsreaktion mit Linkersubstanzeii versehen werden (diese MaBuahme sst 
dann erforderlich. wenn von vornlieroin keine fur die Kopplung geoignclj funktionelle Gruppe. z.B. eine 
Mercapto- Oder Alkoholgruppe. verfOgbar ist. Bei den Linkersubslanzen handelt es sich urn bifunktionelle 
Verbindungen. die zunMchst mit funktionollon Gruppon dor Einzelkomponenten zur Reakilon gsbraem 
werdon. worauf die Kopplu.ig der modidzierton Einzelkomponenton durchgefOhrt wird. 

Je nach gewOnschten Eigenschaften der Konjugate, insbesondore im Hi.iblick auf deren Stab.l.t&t. kam. 

die Kopplung erfolgen Ober ^ ,, o s^i 

f a) DisuifidbrOcken. die unter reduzieronden Bedingungen wieder gwupalten werden konnen (z.B. bei 
Verwendung von Succinimidylpyridyldithiopropionat (Jung ol al.. 1901). ^ b 

I b) Unter biologischen Bedingungen weitgeher • stabile Verbindungen (z.B. Thioether durch Reakt.on 
von Maleimido-Unkem mit Sulfhydrylgruppen des an die zweite Komponente gebundenen Linkers). 

■ c) Unter biologischen Bedingungen labile BrOcken. z.B. Esterbindungan. oder unter schwach sauren 
Bedingungen instablle Acetal- oder Ketalbindungen. 

Die Herstellung der erfindungsgema/len Konjugate aul rekombinantom Weg bietet den Vortoll. genau 
definierte. einheHliche Verbindungen erhalton zu k5nn9n. wahrend boi dor chemischen Kopplung Konjugal- 
35 Gemische entstehen. die aufgetrennt werden mOssen. ^ , h ,. Mo«i«ii,mn «on 

Die rekombinante Herstellung der erfindungsgemSfien Ko.^.jugate ist nach fur d.e Herstellung von 
chimaren Polypeptlden bekannten l^ethoden durchfOhrbar. Dabei kSnnon die P^'y''^"^;^^^^" ^^.^^^^^^^ 
hinsichtlich Ihrer GroBe und AminosSuresequenz variiert werden. Die gentechnologische Herstellung biotet 
auch den Vorteil. den Transferrin-Anteil des Konjugats modlfizieren zu konnen. indem z.B. durch geeignete 
40 Mutationen die BindungsfShigkoit an den Rezeptor gesleigert worden kann odor indem der TransfernnanteH 
auf den fUr die BIndung an den Rozeptor maOgeblichen Teil des Molekuls verkO.-zt wird. Besonders 
zweckmaflig fOr die rekombinante Herstellung der eriindungsgemaCen Konjugate ist die Verwendung eines 
VeWors. dr< die (Or den Transferrinanteil kodieronde Sequonz so.vie oinon Polylinker enthSlt. in den die 
Jewells benOtigte fOr das polykalionische Peptid kodierendo Sequenz eingeseUl v^ird. Auf diese We.se kann 
ein Satz von Expressionsplasmiden erhalten werden. von dem bei Bedarf das die gewUnschte Soquenz 
enthahende zur Expression des erfindungsgemaCon Konjugats herangezogen wird. i 

Bei den in die Zelle zu transportierenden Nukleinsauren kann es sich um DHAs oder RNAs nanaem. 
wobei hinsichtlich der Nukleotidsequenz keine BeschrSnkungen beslehei.. Die N"'''«'"sa"'en konnen 
modifiiort sein. sofem die Modif.kation den polyanionischen Charakter der NukleinsSuren nicht beeinfrac- 
tlgt: zu diesen Modifikationen zahlen z.B. die Substitution der Phosphodiestt-rgruppe durch Phcsphorothioa- 
te Oder in dor Verwendung von Nukleosidanalogen. ^. . . • o au, 

Ms Nukleinsauren kommen im nahrvion der vorliegonden Erfindung vor allem diejenigen in Betracht. oie 
zum Zweck der inhiblerung sp«!?ischer Gensequenzen in die Zelle transportiert ^'^'f "^'.t^" J?,^" 
zfihlen AnUsense-Ollgonukleotide und Ribozyme. gegebenenfalls zusammen mit einer Carrler-Nuklolnsaure^ 
BezOglich der Gr5Be der Huklelnsauren ermSglicht die Eriindung ebenfalls Anwendungen in einem 
welten Bereich. Hinsichtlich der unteren Grenze besleht keine durch das erfindungsgeniafle Transportsy- 
stem bedingte Umitierung: eine etwaige Bcgrenzung nach union -^rgibt sich aus anwendungsspezmschen 
GfOnden. well z.B. Antisense-Oligo..ukleolide unter etwa 10 Nuklootidon auf Grund zu gennger Spezifitat 
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kaum fOr die Anwendung in Frage kommen. Mil Hllfe der erflndungsgemSflen Konjugate kOnnen auch 
Plasmide in die Zelie befordert warden, woboi vor allem kleinere Plasmide. die in ihrer Funktion als Carrier- 
NukieinsSure (etwa retrovirale Vektoren mil bis zu 5000 bp) zur Anwendung kommen. von praktischer 

Bedeutung sind. „ • . • 

Es i-t auch tnCglich. gloichzeitig verschiodono Nukloinsauren mil Hilfo dor ertindungsgom&Den Kon)ugaie in 

die Zeil3 zu befordL.n. 

Ein w-j'ijrer Vorteil der vorliegenden Erfindung liegt in dem Umstand. dafl fOr Transferrin und den Rezeptor 
Polymorphismen bestehen. dio fOr den ziolgerichteten Transport inhibioronder NukleinsSuren zu bestimm- 
ten Zellen ausgenutzt werdon kSnnen. 

Im Rahmen dor vorliegenden Erfindung konnJe gezeigt werden, daO Transferrin-Polykalion-Konjugate 
effizienl in lebende lellen aufc;ooommen und itiiornalisiert werdan. Die erflndungsgemSOen Konjugate bzw. 
Komplexe sind fur das Zellwachslum nicht schSdIich. Dies emiogiich! eina wiederholte Verabreichung und 
damit einen konstant hohe Expression in die Zelle eingefOhrter Gene. 

Welters konnte nachgewiesen wordon. dai3 die Polykatlon-Transforrin-Konjugate den nativen Transferrin- 
Eisenkomplex funktionell ersetzen kSnnen. 

DaB die Transferrin-Polykation/DNA-Komplexe durch die Zelle Ober den Transferrin-Rezeptor aufgenommen 
werden, wurde mit Hilfe des Lu-iforaso-Gens als DNA-Komponenle bestStigt. Es wurde gezeig.. daB natives 
Transferrin efflzlent den Transferrln-Polykation/ONA-Komplex vordrSngt. was anhand der Verringerung der 
Luciferaseaktivitai in der Zelle gemesson wurde. 

Durch die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgelul.rlen Versuche konnte auch gezeigt 
werden. dafl ein tRNA-Ribozymgen (das RIbozym war gegen eine V-orbB Sequenz gerichtet) mit Hllfo eines 
erfindungsgemaflen Kor.jugats (Polylysin Transferrin) in erbB-transformierte HOhnerzellen eingebracht und 
die transformierende Wirkung des Onkogens schwachen kann. Diesos Eryebnis ist umso bedeutsamer. als 
in diesen Versuchen nur eine qerlnge Monge an Ribozymgen verwendel wurde. 

Das Verhaltnis IMukleinsauro: Konjugat xann innerhalb eines weiten Sereichs schwanken. wobei es nicht 
unbedingl erforderlich sein mufl, sa.ntlici-.c Ladu.»gon der Nuklelnsau;^ neutralisieren. Dieses Verhaltnis 
wird von Fall zu Fall nach Krltenen wie Grofle und Struktur der zu i- anspcrtlerenden NukleinsSure. CrOBe 
des Polykations. Anzahl und Vortoilung seiner Ladungen. derart einzustollen sein. da/3 em tUr die jeweilige 
Anwendung gQnstiges VerhSllnis zwischen Tr-nspc rMahigkeit und biologischer AktivitSt der Nukleinsiure 
besteht. Dieses VerhSltnls kan.-i zonachst grob eingeslellt warden, etwa .-.n Hand der Ve.zogerung der 
Wonderongsgeschwindigkeii de, DNA in einem Gel (z.B. miltels "l^obility SWH" auf oinem Agarosegol) 
Oder durch Dichtegradientenzenlrifugalion. Nach Erhall dieses vorlauligcn VerhSltnisses kann es zweckma- 
Big sein im Hinblick auf die in der Zelle maximal vertugbare Aktivital der NukleinsSure Transportversuche 
mit dem radioaktiv markierten Komplox dorchzuiuhron und do» Konjugat-Anteil gegebenenfaCs derart zu 
reduzioren. dafl die verbleibonden negativcn Ladungen dor Nukleinsaure dem Transport in die Zelle nicht 

'""'^Die^HerstPllung der Transferrin-PolyUation.'Nukleinsaure-Komplexo, oie ebenfalls Gegensland der Erfin- 
dung sind. kann nach in an sich fur die Komplexierung polyionischer Vorbindungen bP.'<annten Methoden 
vorgenommen wurden. Eine Moglichkoit, unkonlrollierte Aggregation bzw. AusfSllung zuvermeiden besteht 
darin. die beiden Kon^ponenlon zunSchsl boi hoher (etwa 1 molare.) KochsalzUonzentrafon zu m.schen. rr,d 
anschlieflend durch Dialyse odor Verdiinnung auf physiologische Kochsalzkonzentration einzustellen^Bei 
der Komplexbildungsreaktion werden bevorzugl keine zu hohen DNA- und Konjugatkonzent, ationen (meK. 

als ICQ ug/ml) verwendel, urn eine Auslallong der Komplexe zu vermeiden. 

Bevorzug als Nukleinsiiureanteil der erfindungsgemaflen Transferrin-Polvkation-Kukleinsaurekomplexes 

ist Amisense-DNA. Amisense-RNA odor ein Ribozym bzw. das ^ '^''^^"tfl fIw'o^^^^^^^^^ 
von Ribozymen und Ar.lisense-RNAs ist es bosonders vorteilhaft. d,e fur diese die FunWion von RNA 
inhibierenden RNAs kodier«nden Gene, bevorzugt zusammen mit ^'^^^l^rrtir ^t^^^^^^^^^ 
FintUhruno das Gens in die Zelle wird gegonOber dem Import der RNA als soicher eine betracmi cne 
AmpS^^ nd damil ein fur die'angestreble Hcnn.ur.g do- bioiogische,. Reaktion ausreichen- 

deTvo ra g^wShrleistet. Seconders geeignete Carrie.jene sind die fO: die ^^'HSkr^tion durch P^^^^ 
SferforderLen Transkriptionseinhoiten. z.B. tRNA-Ciene. In diese "^^^^^^ "'^^.^^P?:' 
einoefugt werden. dafl bei Transkrip.on das Ribo.ym Toil eines kompakten P° y";«^««^."'-^-"'"l^^ '^'^ 
M tCe des Transportsystoms gorn.fl dor vorliegenden Erfindung ^-"/j^^^'f-Vze'e'XS 
Einheiten verstSrkt werden. indom eine orhohfe Ausgangskonzenlrat.on des Gens .n der Zelle gewShrleistet 

""''Gegenstand der Erii-.funcj i.t woiters ein Vortahrnn zum EinfOhren von NukleinsSure(.) in '^^'^^^^^ 
Oder S'sche Zellen. wobei bevorzugt ein unter physiologischen Dedingungen loshcher Kr^mplex gebilde. 

wird. 
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Gegenstand rter Erfindung sind welters pharmazeutische Zubereitungen. enthaltend als wirtcsame 
Komp<>r>ente eine em Gen spezifisch inhiL:orende NukleinsSure. komplexiert mit einem Tran^ernn- 
Polykation-Konjuoat. z.B. in Form ei-tos Lyophilisats. Solche pharmazeutischen Zubereitungan kbnnen 
verwendet werden. urn mit Anlisense-Oligonukleolidon. AnUsense-Olioor.uUUotidanatoQa oder Ribozymen 
bzw den dafUr kodlerenden DNAs, gogebonenlalis zusammen mil einor Cairiernuklelnsaure. im menschl.- 
Chen Oder Uerischen Organismus palhogone Viren. wie HIV Oder vorwandle Retroviren. Oncogene Oder 
andere SchlOsselgene. die das Wachstum und/odor die Differenzierung von Zellen kontrollieren, z.B. 6as c- 
fos Cien Oder das c-myc Gen. zu inhibioren. ^ ^ 

Bn weiteres Anwendungsgobiet liegt in der BekSmpfung vcn Krankheilen durch Hemmur^ der 
Produktion von unerwOnschten Genproduklen. z.B. des bei der Aizheimor-Krankheit auftretendan Haupt- 
Plaqueproteins Cmajor plaque protein^) oder Autoimmunerkrankungen verursachender Proteine. 

Die Erfindung wird anhand der nschtolgenden Beispiele illusUiert. 



15 Belspiel 1 
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Herstellurg von Transferrin - Polyiysin 90 • Konjugaten 

Die Kopplung eriolgle analog lileraturbekannter f^ethoden (Jung e; al. (1981)) durch EinfOhrung von 
DisulfidbrOcken nach Modifizierung mil Succinimidylpyridyldithiopropional. 

a) 3-(2-Pyridyldithio)propionat - modifiziertes Transferrin: 

6 ml einer Ober Sephadex G-25 oalfiHrlorlen Lttsunfl von 12C r..^ ( 1.5 uMol) Transferrin ( aus 
HOhnereiwelfl. Sigma. Conalburrin Type I. eisenfroi) in 3 ml 0.1 M Natrlu, nphosphal-Pu«er pH 7.8) wurden 
unter starkem SchUtteIn mit 200 ul eioor .5 mM ethanollscheo LSsung von Succlnlm dyl S/'Py'ldyW h'O)- 
prooionat (3 uM. SPDP. Pharmacia) vorsem und 1 h bei Raumtemporatur und gelegenthchem ^-hUWe'" 
TeaSieren gelasaen. Ober eine GelsSule (Sephadex G-25. 14 x 180 mm. 0.1 M N«t""'"P'^°/P'lf ^""7 
7.a ) wurden niedermolokulara ReaWionsprodukte und Reagensresle abgetrennt und label 7 ml Oer 
ProduWralrtion erhaiten: der Gehall von an Transferrin gebundenem Pyridyldlthlopropionatresten wurde 
anhand eines Aliquots nach Roduidion mil Dithiolhreitol durch photometrische Bestmmung der Menge an 
freigesetztem Pyridin-2-thion em^ittelt und botrug ca. 2.6 uMol. 
In identischer Weise wurde humanas Transforrin (Sigma, eisenfrei) modiliziert. 
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b) Mercaptopropionat - modifiziotes Polyiysin 00 (pL 90): 

Eine Lttsung vnn 18 mg (ca. 1.0 uMo!) Poly(L)Lysin -Hydrobromid (Sigma. Fluoresceinisothiocyanat ( = 
FITC) - markiert. MolekulargewiclU ca. 18000 / entspricht einem durchschnittlichem Polymensationsgrad ca. 
CO) in 3 ml 0.1 J.l Natriumphosphsl (p>! 7.8) v.urde Ubor Sephadex G-25 fillriert (die Fluoreszensmar^erung 
wurde in NatriumbicarbonatpuHer pH 9 wahrend 3h durchgefUhrl). Die Polylysin-Lfisung wurde mit Wasser 
auf 7 rrl verdOnnt. unter gutem SchOttelr. mit £70 ul einer 15 mM othanolischnn LSsung von SPDP versetzt. 
und 1 h in der Dunkelhelt bei Raumtemperalur und unter gelegonliichem SchUtteIn reagieren gelassen. 
Nach Zogabe von 0.5 ml 1 M Natriumacetal-Pufler (pH 5.0) wurde zur Abtrennung von niedo'molekularen 
Substanzen Uber Sephadex G-25 filtriert (Eluens : 20 mM Natriumacetal-Puffer pH 5.0). Die Produktfraktion 
(NinhydrinfSrbung. Fluoreszenz) v;urdo» im Vakuum eingeongt. mit Puffer auf pH ca. 7 gebracht. eine 
Lfisung von 23 mg (150 uMol) Dilhiothreitol in 200 ul Wasser zugegooe.i und 1 h bei F.aumtemperatur 
unter Argon in der Dunkelhelt sloiien g&lasson. Durch weilere Gelfiltration (Sephadex G-25. 14 x 130 mm 
SSuie 10 mM Natrium-acetat-Putfer pH 5.0) wurde von Ub&rschOssigem Reduktionsmittel abQi»irennt unci 
man erhielt 3.5 ml ProduktiOsung an Fluorjszenzmarkiortem Pc.ylysin mit einem Gehalt von 3.8 uMol 
Mercaptogruppen (photometrischo Bestimn,ung mittols Ellman's Reagens. 5.5 -Dithiobis(2-nitrobenzoesau- 
ra). 

c) Transferrin - Polyiysin - Konjugate. 
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Die unler a) erhaltene Lttsung von rnodifiziorlcm Transferrin ( 7 ml In 0.1 M Natrlumphosphat-Putfer pH 
7A ca. 1.5 uMol Transferrin mil ca. 2.6 uMcl Pyridyldithiopropional-Roslen) wurde mit Argon gespOlt: us 
warden 2.0 ml der nach b) erhalter.en Losung von Mercaplo-modifirierlem Polylysin (in 10 mM 
Natrlumacetat-Puffer pH 5.0, das eniSpricht ca. 0.6 uMol Polylysin mil ca. 2.2 uMol Mercaptogruppen) 

5 zugegeben. mit Argon gespOll, geschOttoIt und 18 h bei Raumlemperatur \:\ der Dunkolheit und unler Argon 
reagieren gelassen. Das Reaklionsgomisch wurde mil Wassor auf 14 ml verdUnnt und durch lonenaus- 
tauschchromatographle aufgetrennl (Pharmacia Mono S SSule HR 10/10, Gradienteneluation, Puffer A : 50 
mM HEPES pH 7.9 , Puffer B : A + 3 M Natriumchlorid, 0.5 ml/min, Rj. 1). Nicf tkonjugiertes Transferrin 
wurde am Anfang elulert. Produktfraklionon bei ca. 0.68 - 1 .5 M Natriumchtorid. 

10 Es warden, Ober sSmllicho Fraktionon gemittelt, Konjugate erfialton. die ein VerhSltnis Transferrin- 
Pclylysln von U:1 aufwiusen. 

Die konjugierten Produkte (HinhydrinfSfbung, in UV bei 280 nm Pi-otctinabsorbtion. und Ruoreszenz- 
messung FITC-markierten Polylysins bei 493 nm) wurden in 6 Fraldionen mil einem Gehalt von je ca. 10 f 
mg Transferrin gesammett. Die Fralctiooen wurden zunSchst gegen eine 100 mM Eisen(lll)citrat-Lttsung ( 

16 mit Natri'imhydrogencarbonal auf pH 7.8 gebracht) dialysiert und danach noch zweimal gegen 1 mM 
HEPES-Puffer (pH 7.5). 

Natriumdodecylsulfat-Qelelektrophorese ( 10% SDS. 8% Polyacrylamid), s. Rg. 2, leigte bcl Vorbehand- 
lung nit 2-Mercaptoethanol in alien 6 Fraktionen einen ungefShr gleichon Gehalt an Transferrin (Fig. 2A), 
wShrend In nicht reduzierten Probon keine Banden fOr freio^ Translerrln, sondern nur weniger well 
20 wandemde Konjugate sichlbar waron (Fig. 28. T= unbehandeites Transforrin; 1-6= Konjugate Fraktionen 1- 
6). 



Beispiel 2 

( 

Herstellung von Transferrin-Polylysin ^/O- und Transferrin-Polyiyiin 45C-;Conjuoalen (ptJ270 und pL450) 



30 a) Die Herstellung von modifiziertem Transferrin erfolgte analog Beisplol l a) 



b) Herstellung von modifiziertem Polylysin 270 und Polylysin 450 

35 Eine gelfiltrierte L5sung von 0.33 uMol Polylysin 270 (mil einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad 
von 270 Lysinresten. mil Oder ohne Fluoroszcri^markierung; entsprechend 19 mg Hydrobromid-Salz) in 1.2 
ml 75 mM Natriumacetatpuffer wurde durch Zusat:: von Natriumcarbonatpuffer auf pH 8.5 eingestellt. 182 ul 
einer 15 mM ethanolischen Losung von SPDP (1.9 uMol wurden unler starkem ROhren hinzugefOgt. Eine 
Stunde spSter wurden 200 ul 1 M Natriumacetal pH 5 zugefUgt; nach Gelfiitralion mil 20 mM Natriumacetat 

40 wurde eine L5sung erhallen, dio 0.27 uMol Polylysin 270 mil I.SuMol Mercaptogruppen (4.8 Linker pro 
Potylysinkette) enthieH. 

In anaioger Weise wurden 0.20 Uwioi Polyly;iin 450 (mit einem durchsctnitilichen Polymerisationsgrad von 
450 Lysinresten) mit 2,25 uMol SPDP modifiziert, wobei ein Produkt von 0.19 uMol Polytysin 4tX) mit 2.1 
UMcI Mercaptogruppen (11 Linker pro Polylystnkotte) erhalten wurde. Analog Beispiel 1 b) wurden die 
46 Dithiopyridingruppen mit Dithiolhreito! roduziert. um die freien Sulfhydrylkomponenten zu erhaltei'i. 



c) Herstellung von Transferrin-Polylysin-Konjugaten 

60 Transferrin-Polylysin 270-Konjugate wurden hergesteill, indem 1,0 uMoI modifiziertes Transferrin in 100 
mM Phosphatpuffer pH 7,8 mit 0,14 uMot modifizlerlen Polylysins 270 (in 20 mM Natriumacetatpuffer) unter 
SauerstoffausschluB in einer ArgonalmosphSre gemischt wurden. Nach 18 h bei Raumlemperatur wurde die 
Reaktionsmischung mit Wassor tuf ein Volumen von 10 ml vordOnnt und durch Kationenaustausch- 
Chromatographle (Pharmacia Mono S SSule HR 10/10: Gradientenelulion. Puffer A : 50 mM HEPES pH 7.9 ; 

65 Puffer B : A + 3 M Natriumchlorid: UV-Absorplion bei 280 nm und Fluoreszenzmessung. Anregung 480 
nm. Emission 530 nm). Dabei wurd.3 der Uberschufl von nicht gekoppo:tem Transferrin zuerst eluiert: die 
Produktfraktionen wurden zwischen oO % und 50 % Gradient B eluiert und in 3 Konjugatfraktiorten gepoolt 
(molare Verhaitnisse Transferrin zu Polylysin: Pool A: 5.5 zu 1 ; Pool B: 3.4 zu 1 : Pool C: 1,8 zu 1). Die 
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Konjugeto v^urdon in einer durchschnilllichen Ausbauto von 0.23 uMol Transfo.'fin mil 0,075 uMol Polylysin 

i70 erhalien. | 

In Shnlicher Weise wurden Transferrin-Polylysin 450 Konjuoate hergestellt. wober von 1.2 uMol 
modifrziertem Transforrin gemSD Beispiel 1 a) (in 20 mM HEPES pH 7,9 enlhaltend 80 mM Natriumchlorid) 
und 71 nMol Mercaplo-modifiziortem Polylysin 450 gemU Beispiel 2 b) in Acetatpufter ausgegangen 
wurde. 

Die Reinigung der Reaktionsmischung wurde liber Gelpermeaticnsclwofnatographie (Pharmacia Supero- 
86 12 SSule, 1 M Guanidinchlorid pH 7,3) durchgefOhrt und ergab nach DIalyse (20 mM HEPES pH 7,3. 
enthattend 100 mM Natriumchlorid) Transforrin-Polylysin-Konjugate. onlhallcnd 0,40 uMol Transferrin mit 38 
nMol Polyly. in 450. 

Der Einbau von Eisen wurdo durchgefuhrt. indem den Proben 6 - 12 ul 100 mM Eisencitratpuffer 
(enthattend Natriumbicarbonat, eingestelit auf pH 7.8) pro mg Trarisferrinantoil zugefUgt wurden. 



15 Beispiel 3 ' 

a) Herstellung von Transferrin-Protamin-Ko ijugaten 
20 Die Herstellung von modifiziGrtcm Tranfcrrin wurde analog Beispiel 1 a) durchgefOhrt. 
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b) Herstellung von S-Mercaptopropionai-modifiziertem Protamin 



i 



Einer L6sung von 20 mg (3 uMol) Proiamintrifluoracetat-Salz (hGrgestellt durch lononauaiausch- 
Chromatographie aus Lachs-Prolamin (= Salmin) -Sulfat. Sigma) in 2 ml DMSO und 0.4 ml Isopropanol. 
enthaltend 2,6 ul (15 uMol) Ethyldiisopropylamin, wurde eine Losung von 30 uMol SPDP in 250 ul 
Isopropanol und 250 ul DMSO in mehreren Portionen wahfsr.d einer Stunde zugefugt. tsiach 3.5 h bei 
Raumtemperatur wurde die Losung im Hochvakuum oingt)dampft und in 0,5 .%iger EssigsSure mit eihem 
Gehalt von 10 % Methanol aufgenommcn. Gelfiltration (Sephadex G10: 0.5 %ige EssigsSure mit 10 % 
Methanol) ergab nach der Lyuphilisierung 16 mg (2,5 uMol) Protaminacetat-Salz, modifiziert mit 2,5 uMol 
Dithiopyridin-Linker. Reduktion von 1,75 uMol Protamin (enthaltend 1,75 uMol Linker) mit 16 mg Dithiothrei- 
tol in Natriumbicarbonatpuffer pH 7.5 wahrend 1 h unter Argon. anschlieOende pH-Einstellung auf 5.2 und 
Gelfiltration Ubor Sephadex G10 mit 20 mM Natriumacetatpufter pH 5,2 ergaben eine Protaminlosung, 
modifiziert mit 1,6 uMol Mercaptopropionat-Linker. 
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c) Herstellung von Transferrin-Protamin-Konjugalen ^ 

Die Reaktion der nach b) erh&ltenon Protaminlosung (1,6 uMol Linker) mit 1,34 uMol Transferrin 
(modifiziert mit 3.1 uMol Dithiopyridin-Linker) und anschliefiendo Reinigung durch Kationenaustausch- 
Chromatographie, wte fUr die Transiorrin-Polylysin Konjugate beschrioben, ergaben vier aufeinanderlolgend 
eluierende Produktfraktionen A - D. enthaltend 90, 320, 240 bzw; 120 nMol modifiziertes Transferriri mit 
zunehmenden Mengen an Protamin (bosiimmt mittels SDS-GelelokttophcrDse: 10 % SDS. 8 % Polyacryla- 
mid, Coomassieblau-FSrbung. Fn. 3 zeigt das Ergebnis der SDS-Gelelektrophorese. Die Tfprot-Konj'jgal- 
fraktionen A - D zeigten lar.ysamer wandernde Banden (a). wShrend in /3-Mercaptoethanol-reduzierten 
Proben (b) nur die Transferrinbande sichlbar war. Dialyse und Eisoneir jau wurden, wie fOr die Transferrin- 
Polylysin-Konjugate TfpL270 und TfpL450 in Beispiel 2 beschrieben, durchgefOhrt. 
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Beispiel 4 
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Herstellung von Komplexen von Tf ansforri.vr'jlykation-Konjugaton mit DMA 

Die Komplexe wurden hergostellt. indom vordunnle Losungon von DNA (30 ug/ml Oder weniger) mit 
den Transferrin-Polykation-Konjugalcn vor.-rjischl v/urdon. Um ein Ausfalion der DNA-Komplexe zu verhin- 
dern, wurde phosphatfreier Puffer vowendol (Phosphate verringern die Loslichkeit der Konjugate). Die 
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Bindung der DNA an die Polykation-Konjugate ber physiologischen ionischen Beclingungen wurde durch 
einen Gel-MobilityShift-Assay untor Vorwondung von am 3'-Ende ^P-markierter Lambda DNA, geschnitten 
mit EcoR I/Hind III. bestatigt (Fig. 4). 2u jeder Probe mil 1 ul (35 ng) .vurden 3 ul eines 100 mM 
HEPES Puffer pH 7.9. enthallond 1 M Nalriumchlorid. gofugl und dio Proben mit sleigenden Mengeri (10 ng 
5 bis 1000 ng) von Transferrin-Konjugalen va n ul wSsseriger Losung vermischt, was eine Endkonzenlration 
an Natriumchlorid von 200 mM ergab. Elekuophorese auf einom 1 %igen Agarose-Gel mil 1 x TAE 
Laufpufler wurde bei 50 VoU (45 mA) wahrend 2.5 h durchgefu'nrt; das Gel wurde getrocknel, gefolgt von 
Autoradiographie wShrend 2 h boi -80* C unter Verwendung eines XAR Films (Kodak). 

JO 

Beispiel 5 



Transport von Transferrin-Polylysin-Konjugc.en in lebende Zollun 
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Urn nachzuweisen. dafl dio im Beispiel 1 boschriebenen Transforrin-Polylysin-Konjugale effizient in 
lobende Erythroblasten aufgenommon werdon. wurden FITC-markierle Konjunate verwendet. Es ist bokannl 
(Schmidt el aM986). dafl FITC- markiertes Transferrin nach einigon Stundon Inkubatlon mit Erythroblasten. 
denen vorher Transferrin enizogon worden war, in Vesikein innerhalb der Zeile nachweisbar war 
20 (Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop). 

Im • vrli&genden Beispiel wurdon Erylhroblasten (durch oin EGF-Rezeptor-Retrovirus transformiert. 
Khazaie -l al.1988) 18 Stunden in transferrinfreiom Diiiorenziorungsfviedium (Zusammenselzung in Zenke et 
al.l938) ••ei 37' C (Zellkonzentration l.SxiOWm!) inkubiert, Nach Zugabo der verschiedenen Transferrin- 
Polylysi -Konjugate (Oder, als KontrollG, der ontsprochenden Menge sterilen aq bidest) wurden die Zellen 
25 bei 37* C in Gegenwart von 10 ng/ml EGF (urn den transformierten Zustand aufrechzuerhalten) inkubiert. 
Nach 24 und 48 Stunden wurdon ca. 5x10^ Zellen ontnommen. 1 mal in phosphatgepufferter physiologi- 
scher KochsalzlCsung (PBS; pH 7.2) gewaschon. mit dom SOfachen Volumen einer Mischung von 3.7 % 
FormalL3hyd und 0.02% Glutaraldohyd in PBS fixiert (10 min. 40* 0). 1 mal In PBS gewaschen. in Elvanol 
eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophol.Schmalband-FITC und TRITC-Anregung) unter- 
30 suchi. Gleichzeitig wurdo in andoren Aliquois der verschiedenon Ansiiuo die Wachstumsrate dor Zellen 
bestimmt. Hierzu wurden 100 ul Zellsuspension entnommen und der Einbau von ^H-Thymidin (8 uCi/ml,2 
Stunden) bestimmt. wie In Leulz et al.l9&4 beschrieben. Aus Fig. 5 geht hervor, da/J die mit Transferrin- 
Polylysin inkubierten Erythroblasten nach 24 Stunden 2 bis 10 star'K fluoreszi&rende Vosikel aufweisen. die 
in den Kontrollen nicht nachweisbar sind. Tabotle A zeigl. daB mil Ausnahme der Fraktion 6 alle Konjugate 
35 von praktisch alien Zellen aufgenommen worden sind. 

Fig. i zcigt Fluoreszenzaufnahmon von HOhnererylhroblasten. die 24 h ohne (A) oder mit FITC- 
markierten Transferrin-Poiylysin-Konjugaten (B.C) inkubiert wurden. Boi Anregung mil blauem Uchl (B. zum 
Nachweis von FITC) sind det-llich mehrere fluoresziorcndo Vesikel in jocor Zelle ^yj erkennen. Die SpezlfilSl 
dieser Fluoreszenz wird dadurch gozeigt. da/3 die VesikeUluoreszenz bei Anregung mit grOnem Ucht (C: bei 
40 weicher eine Shnliche unspezifische Fluoreszenz der Zellen wie in A zu sehen ist) nicht auftrl*i (C). 

Die Tatsache. dafl r-ie Zellen in alien Proben gleich schnell wachsen (wie durch Einbau von tritriertam 
Thymidin f>H TdR) gemessen. Tabolle A) beweist, dafl d.e Zellen durch die Polylysln-Konstruk»e nicht 
^eschSdigt werden und somil eino unspezifische Aufnahme (z.B. Uber durchlSssig gewordene Zellmembra- 
nen) auszuschlieflen ist. ^ 
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Beispiel 6 

Ziel der in diesem Beispiel durchgefUhrten Versuche war es zu zeigen. dafl die hier ven^rendeten 
50 Transferrin-Polylysin-Konjugate von der Zelie wie natives Transferrin ven^endet werden. d h. den nom^a en 
Transferrinzyklus mit Shnlichor Effizienz durchlaufen. Als Testsystem ^'^^.^^ ^^"1,!;^^^^^ 
-Abschalten- dos transformierenden Onkogen. zur Ausroilung in norrr^ale Erylhrozytan '^^f 
kfinnen. besonders geeignet (Beu, et 31.1982). Aus der Literatur . J^^^^^^ 

normalen Reifung hoho Kon.Tenlrationen an Trcnsferrin-Eisen Komplox benbfgen (100 -200 t^9/ml. 3 fach 
55 7eZere Konzentrationen .orhindem das Ausroi.en der Zellen und fOhren ^^f^^^^^^^^^ 

der Zellen (^.owenz et aU9S6)). Auch konnte gezeigt werden (Schmidt et al.19B6). dafl J^V^J^^^^^^^^ 
Wederverwenduno von Transferrinrezeploren .nd damit ein mil optimaler Geschwmd.gkeit ablaufender 
Transferrinzyklus fOr eine normale in vitro Differenzierung unerlSfllich isl. 
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Erylhroblasten (durch das EGF-Rezeplor-Relrovirus Iransformiort) wurder, durch Entzug von EGF und 
Zugabe einer optimalen Mengo partioll goreiniglem Huhner-Crylhropoiotins (Kowenz et al..1986.frei von 
Transferrin) zur Differenzierung induziert. Die Inkubalion erfolglo bei einor Zellkonzentration von 1x10^/nnl in 
transferrinfreiem Differenzierungsmediurn bei 42 *C und 5% CO2. Bei Inkubalionsbeginn wurde entv/edor 
nativer Transferrin-Elsen-Komplex (Sigma. 100 ug/nni) odor die mil Eisen gosSttigten Transferrin-Polylysin- 
Konjugate (Konzentration ebenfalls loo ug/ml zugogeben, Wachstum und Reifungszustand der Zellen 
wurden auf folgendo Art nach 24 und 48 h analysiert: 

1. Beslimmung der Zellzahl (im Coulter Counter, Model! ZM. Beug el al.1984) 

2. Aufnahme von Zell-Gr60enverteilungon (im CouUer-Channelyzer Mod. 256) und 

3. Photometrische i^essung dws Hamoglobingehalts der Zollen (Kovvenz et al.. 1986) 

Auflerdem wurden Aliquols der AnsMlzo nach 72 Stunden in einer Cytozentrifuge (Shandon) auf 
ObjektlrSger zenaifugierl und einem histochemisc.en Nachweis fOr Hamoglobin unterzogen (Farbung mU 
neutralem Benzldin plus Diff-Quik SchnellfSrtoung fUr Blutzellen. Beug et 81.1982). 

Die Ergebnisse in Tabelle B zeigen deutlich. daB Zellen, die in Gegenvvart der Polylysin-Transferrin 
Konjugate Fraktion 1 bis 5 zur Differenzierung induziert wurden. genauso effizient und nnit gleicher 
Geschwindigkelt ausrelfen wie solche, die mit natlvem Transferrin- =isen inkubiert wurden. Die Zellen In den 
transferrinfreien Kontrollen dagogen zeigten ein stark vorlangsam .^s Zoilwachstum und akkumulierten nur 
geringe Mengen an HSmoglobin. Die Untersuchung des ZellphSnjtyps an gefSrbten Cytospin-PrSparaten 
ergiXD, dai) die mit Polylysin-Transferrin-Konjugaten inkubierten Zellen genauco zu spSten Retikulocyten 
(late reticulocytes.BouQ et al.,l902) horangereift waren wie die mi! nativem Transferrin behandelten, 
wShrend die ohne Transfemn inkubierten Zellen oine Mischung aus desintegrierten und unreifen. erythro- 
blastenShnlichen Zellen darstellten (Schmidt et al.19a6). Nur die mil Transferrin-Polylysin-Fraktion 6 
behandelten Zellen wiesen einen geringeren Hamoglobingehalt und einen grSaeren Prozentsatz an unreifen 
Zellen auf (Tatwile B). Dies zeigt. dafl die mit besonders viel Polylysin konjuglorte Fraktion 6 wenige'' gut 
im Transfemnzyklus funktioniert. Gleichzeitig weist dieses Ergobnis cuf die Empfindlichkeit der Testmetho- 
de hin. 



Beispiel 7 

In Shnlicher Weise wie in Beispiel 6 wurden verschiedene Transferrin-Polylysin-Konjugale und 
Transferrin-Protamin-Konjugate uuf ihre Fiihigkeit untersucht. boi der Rcifung von HOhnererythroblasten zu 
Erythrozyten den natlven Transfer ria-Eisenkompiex funktionoll zo ersetzon. 

Es wurde bereits gezeigt. dafl terminal differenzierende HOhnererythroblasten einen optimal funktionleren- 
de 1 Transferrinzyklus verlangen; d.h. ohne Transferrin oder bei Hemmung des Transferrinrezeptor-Recy- 
cling sterben die Zellen ab (Kowenz et al. 1986; Schmidt et ah. 1986). Da das normalen^veise verwendete 
teilgereinigte HOhnererythropoietin noch Transferrin enthSlt. wurde EPO durch einen transfemnfreien. 
teilweise gereinigten erythroidon Wachsti/msfaktor erselzt, um die erythroide Differenzierung zu ermdgli- 
Chen (REV-Faktor: Kowenz et a!.. 1986; deug et al., 1982): Als Zielz^ilan wurden Erylhroblasten. die mit 
einem den menschiichen epidermr.lon Wachstum^sfaktor-Rozoptor (EGFR) zusammen mit einem 
temperatur-empfindlichen v-myb Oncogen enthaltenden Retrovirus transformiert waren in CFU-E Medium 
(Radke et al., 1982) in Anwosenheit von 20 ng/ml EGF vermehrt. Diese Zellen werden durch EGF zur 
abnormalen Vermehrung angeregt. Entzug des Wachstumsfaktors EGF bei gleichzeltiger Zugabe von REV- 
Faktor bcwirkt, daa die Zellon In die normale Differenzierung eintreten. Nach zvireimaligem Waschen in 
transferrinfreiem Medium wurden die Zellen in transferrinfreies Medium ausgesfit und verschiedene Mengen 
von mit Eisen gesSttigtem Transferrin oder Transferrin-Polykalion-Konjugaten zugefUgt (vor oder nach deren 
Komplexierung mit Plasmid DK. Nach 1. 2 und 3 Tagen Inkubalion bei 42* C wurde dor Differenzierungs- 
zustand der Zellen durch Cytozontrifugation und histochemische FSrbung oder durc-h quantitative HSmo- 
globink>estimmi<ng festgestelit. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist in Fig.6 bzw. Tab.C dargeslellt. 

Die Zelten (1 x 10^ /ml) wurden in conalbuminfreiem Differenzierungsmediurn, (Zenke et al., 1988). 
ergSnzt durch 1 ug/ml Insulin und REV-Faktor bei optimaler Konzentration (Kowenz et al, 1986; VerdUn- 
nung 1 : 5.000), einmal ohne Zusatze (Dreiecke), einmal mit eisengesSttigtem Conalbumin (Kreise) und 
einmal mit eisengesSttigtem TfpL 270-Konjugaten (je 100 ug/ml): Vieracke in 14 mm Schalen eingebracht^ 
Nach Irikubation wShrend 24 und 48 Stunden wurde der HSmoglobingohalt in 100 ul Aliquots photometrisch 
gernesseri. Der schraffierte Bereich gibt den HSmoglobingehalt in Abwesenhelt von Transferrin gerOciUeter 
Zelkin an (Mittelwert aus 4 Bestimmungen: Fig. 6A). . . w « 

Um die erythroide Differenzierung ais Funktion der Transferrin- bzw. Transferrin-Polylysin-Konzentrabon 
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analysieren. wurden die Zellen. wio oben boschriebon. in Medium, enll^allend die angegeben.n Mengen 
l^S^^^^ Conalbumin (offene Kreise). TfpL 90 (cffene vnerec.o) Oder TfpL 270 (geschlossene 
Vierecke) eingebracht und nach 2 Tagen der HSmoglobingehalt photomoi:.ch bestimml tFig. 6B). 



Tabelle C: 



10 



16 



20 



25 



Die erythrolde DiHerenzierung wurdo verfolgt durch photometrische "S"''«'oJ''"'*t'^7"9 (vgj- ^9- 
6). durch Auszdhlen in einen CouHer-ZShler oder durch Cytozeritrifugation und anschi.eBendc negate 
einzidinfarbung (zur Hamogiobinbosli..mung) plus histologische Farbstoffo ^''l^;;^-^''^''^;^^^^ 
Die Endkon2entratlof,en von Transternn und Transferrin-Koniugalen betrugon m '"^^ 1 M ug/^nL in 
Versuchen 2 und 3 100 ug/ml. Die DNA-Konzentration in Versuch 2 betrug 10 ug/m Der Anteii an 
SCerten Zelien. roifen Zellon (LR: spSie Re.iculozy,en: E: Erylhrozyt.n, 

wurde nach den von Beug et al.. 1982b und Schmidt et al.. 1986 boschnebenen Methoden besUnj^t D e 
erhaltenen Resuttate zeigen. JaC zwel verschiedeoe Transterrin-Polylys-n-Konjugate (TfpLso T'PL"o) 
ebTi tie das Transfel-Protamin-Konjugat fShig sind. natives Transferrin funktionell zu e^^eUen indem 
sie e^en raschcn Transport von Elsen in difforenzierend. rote Zellen gewahrleisteten. -o^^' '^^^ JP^^^^ " 
sSie L.m um das 1.5 bis 2 .ache niedriger war (vgl. R.,. 6). Die Komplex.erung von ^^^^ 
Transferrin-Polylysin 270 und Tranferrin-Protein veranderte die biologische Akt.vitat der Konjugate r,cht 
in Sem Konlrollexperiment wurde festgest^llt. dafl bei Zugabe von Polylysin Oder Protam.n 
^^sSS ;r ^er ge^neten Mcnge von Eisencitrat anstelle der Transferrin-Konjugate d^ "^e 
Srenzie;in konnten und abstarben. ?hnlich wie b3i Zellen in den Vergleichsproben. d.e ohne Transferrin 

'"""SSe^'t'Ilaben die Versuche gemSfl den Beispie.en 6 und 7 gezeigt. dafl beide 
TransSrin-Koniugaten. Eisen nur gcrir-gfugig weniger efflzienl transport.ertan als natOrl.ches Transferr.n. 



Beisplel 8 
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Polylysin-Transfenin-Konjugate ormOglichen die Aufnahme von DNA in HOhnererythroblasten. 

in voriiegendem Beispiol untorsucht werd.n. ob DNA in .iner f.^'^'JL'>.^''°lJ^^^^ 

Ribozymen^l. Fig. 7) entspricht.von Transforrin-Polylysin-Konjusator; ^ir.z.ent ,n das Zell.nnere transpor 

tiert warden kann. Im vorliegenden Beisplel wurde tDNA nit ^ineni Insert der Soquenz 
C6TTAACAAGCTAACGTTGAGGGGCATGATATCGGGCCCCGGGCAATTGTTCGATTGCAACTCCCCGTAC 



Molkulargewicht ca. 300.000. mit gamma 32P ATP endmarkiert (M.ni..tis), ven^endet^Ungefah 0.3 ug 
^S^^ oSrSe^ in 20 ul TE Puffer, wurden entweder mit 10 ug nativem Transfornn. m.t 10 ug 
?^s eSin^iofylysfn ^niuga. Fraktlon 3.iowoils gelSst in 5o uI ac, bicfest plus 4oo ug/ml R'n^'^"-;^'"^^- 
H et al.. lob^ oder mit 50 ul dieses LCsungsmittols ohne Transferrin vermischt. D.e DNA^ 
?^i;2ch^ngl wurden zu Je 2 ml transferrinfreiem ^J^^^^ 
rervthroblas^an. /die mit einem EGF-nezeptor-Retrovirua transformlert waren und leHln ««-"»'«"'"^^^^^ 
SZT^Q^n^^ von EGF vorlnkubiert wurden. (Khazaie K.. et al..1988) zugegeben und die AnaftUe 8 
Medium ^'ly^'Z^J^^ . ..^ D ch wurden die Zellen abzentrifugiert. dor Oberstand 

r wurden in1•^ SDS.Img/ml Proteinase K. 300mM NaCI. ^Oj^^MTris ^ 
Puffer) aufgenommen. 30 min bel 37*0 J^''^^^^^ 

Ethano«ailunfl isoliert. IsoHerte DNA mit « "^^^^^^^^^^^^^ Autorad-graphle 
denaturierenden 3.5 % Acryfam-dgel .«"'9^*^«""» ZeMprobe etwa 5-10 mat 

nachgewiesen. fa v/urde gezeigt. dafi .n der m.t ^'j*^^^^^ naiiv^m Transferrin, 

mehr DNA von den Zellen aufgenommen worden ist als in den KonlroLprooen mn 

66 Beispiel 9 

Pohrlysin-Transferrln-Kcnjugate em^eglichen die Aufnahme und Expression von Plasmid-DNA In HOhnerer- 
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ythroblasten. 

In diecen Versuchen wurde Plasn,iJ-DNA. enthaltc"ci das Pi.ou-.us pyralis - Luciferase-Gen alF 
Reporter-Gen. verwendet, utr^ Gonlransfer und Expression zu unlersuchen. Dazu wurde pRSVl'JC PlasrriKJ- 
6 DNA (De Wet JR et al., 1987) ur.ter Vgrwondung der Triton-X Lyse Standard-Methods (Mamatis, 
heraestellt pefolgt von CsCI/EtBr Gleichgewichtsdichtegrad.jnten-Zentrifugalion. Enttarbung mit Butanol-l 
und Dialyse gegen 10 mM Trrs/HCI pH 7.5. 1 mM EDTA. In einor typischen Komplexbildungsreaktion 
wurden 10 ug Transferrin-Polylysin- odor Transferrin-Protamin-Konjugate zu 3 ug pRSVIuc Plasm.d-DNA 
enlhalten in 250 ul 0.3 M NaCI. unler vorsichtigem RUhren langsam hinzugofugt (Es wurde 'estgesteHt. daB 
w bei EInhaltung dieser Bedingunger. bi. zj 100 ug Transferfin-Pclykalion-i'onjugat und 30 P'asm.d-DNA 
in einem Endvolumen von 500 ul verv,endet worden konnen. ohno daO die Koniugat^DNA-Komplexe 
ausfallen). Nach 30 min bei Raumternperatur wurden die Komplexe direkt zu 5 - 10 x 10 HD3-ZeMen (O.b - 
1 X 10' Zellen pro ml. EBM«H-Mediom (Beug et al..l982a: 37 C, 5 % COj) gefOgt und 16 ■ 48 h lang 
inkubiert (als Zellinie wurde die ts-v-erbB translormierto HUh...ererythroblastenzellinle HD3 ver^endot)^ D.e 
Zellen wurden geerntet (5 min bei 1500 x g. 4*0. zweimal mit Phosphat-gepuffei^er Salzlosung <PBS) 
gewaschen und in 100 ul 0.25 M Tris/HCI pH 7.5 aufgenommen. Zellextrakte wurden durch dre. Zyklen 
Gefrieren und Auttauen. gefolgt von Hochgeschwindigkeitszentrifugation (15 min. 18.500 x g. 4 c nerge- 
Stellt. Aliquots SOlCher Zellextrakte wurden aul das Vorhandensein von Lucileraseonzymaktiv.iat "ntersucht. 
(De Wet. J.R.. et al.. 1987). Die Biolumlniszenz wurde unler Verwendung des Clmilumats (Berlhold. 

S'wuTde te^^geSrdi die Anwesonheit der Transferrin-Polykation/ONA-Komplexe im Kulturmediurn 
keinen schSdlichen EinfluO au( Zellwachctum und -vermehrung haben. Wie aus Fig. 8 ersjchtl.ch .stj^urde 
maximale Luciferase-AktivitSt erroichl. wonn 3 ug DNA/lO ug TfpL und 0.3 - l ug DNA^fpro vemende 
werden Unter der Annahme. dafl alle gebildeten KonjugaUDNA-Komploxe idont.sch waren entspr.cht da. 
einem molaren VerhSltnis von 25 bzw. 75 KoniugatmolekUlen pro Molekul ^'f ^^'f'^^;?!;^"'^,''^^"" 
geschlossen werden. dafl die DNA im Komplex zur GSnze durch die KonjugatmolekOle abgedecW .st, und 
zwar bei einem Konjugat/DNA-Verhalm.is. das offensichtlich ElektroneutralitSt (berechnet aul Basis der 
positiven Udungen im Polykation. die eriorderlich sind. die negativen Ladungen der Phosphatgruppen in 
der DNA 2u neuualisieren) gewahrleistet. Diese Annat,...e :timmt mit dor Beobachtung uberem dafi ..in 
Vergleich zu Transferrin-Polylysin dreimal mohr an woniger stark positiv geladenem Transtemn/Protam.n Or 
optimale Komplexbildung und Gentransfer benotigl wird. Diese Annahme stimmt auch m.t dem .n Be.spiel 4 
erhaltenen Ergebnis fOr das Konjugat/DNA-Verhallnis Uborein. das fOr efliziente Komplexbildung erforderl.ch 

Unter Verwendung eines derart optimierten TIplTDNA-Verhaitnisses fur die Komplexbildung wurde die 
Empfindlichkeit dieses Gentransfpr-Systems bestimml. Das Ergobnis dieser ^'^'^^^I'^'ZIXJTdL 
Weniaer als 1 ng fOr Luclferase kodierende Plasmid-DNA zeigl noch em nachwe.sbares Signal. Die 
Sdun von m'ehr als 2 ug Plasmid-DNA. komplexiert mi. 6 ug TIpL bzw. ^0 ug T^P-t IIU^^^ Reiner 
weiteren Zunahme der Luciferaseaklivitat. vermutlich aufgrund der Sattigung des Systems. Es wurde 
XrfeSeSem dafl keine besondere Salz- Oder lonenkonzentration ,ur ^'^.^IJ^P'-^^^^^^^^^ 
« ist. weit TfpL/DNA-Komplexe. die bei verschiedonon Salzkonzentrat.onon 

200 mM NaCI) in Gentransfer-Experimenten gleichermaflen w.rksam waron. (hg.8 l'^.^^l:^^^J'^°^ 
Vierecke TfpL Es konnte gezeigt werden. dafl die Aulnahme der Transfernn-Polykation/DNA-KOTplexe n 
rStie ZL. Transferrin-Rozeptor ablauft. ZunMchst. wie in ^g. 10A darge^ellt i^ ^^r TsTT e 
dafl die durch TfpL-DNA-Komploxe erreichte Luciferaseakt.vitSt m.ndestens ^'/j;": '^\3*'j 
« Aktivitat die fUr pL-DNA-Komplexe gemessen wurde. Ein Vergleichsversuch ergab. dafl em Gem.sch von 
JS^^Tsln u^ TransfLn allein'die A^fnahme von Plasmid-DNA nich. er.eichtert. In -!;';2;'j':^'J^Z^o 
JZn zu elner konstanten Monge TfpL-DNA-Komplex ein ^berschufl an naUvem^^^^^^^^^ 
10B zelgt. dafl freles Transferrin im Medium effizionl um die durch i fpL X''" ^'v!! Seflen 
konkurriert was in einer Verringerung der Luciferase-EnzymaktivitSt result.ert 
50 die Aufnahme der TfpL-DNA-Komplexe durch die Zelle Ober den Transfernn-Rezeptor erfolgt. 
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T Beispiel 10 
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in Vorversuchen war anhand dor Transfoktion von HUhnerfio.oblaslen mit erbSschnitt DNA festgeste.lt 
worden. dafl die orbBschnltt-Ribozym-tDNA in HOhnerzellen exprirn.ort >..rd. 

Mit diesem Beispiel konnte gezeigt werden^ dafl •^^'^■^'^^^-^^^^^^^^^^^^ 
gerlchtet eind. mit Hllfe von Polylysin-Transferrin-Konjugaten m erb B-tra.nsformiene nunne enr 
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eingebrachi werder und dio iransformiercnde Wirkung des Onkogens schwachen konnen. ^ . _ 
Zwei tRNA-Ribozymgene. gerichtel gogcn die Translalionsinitions-Region von erbB wurden. konstru-ert 
(vgl. Fig. 7 und 11). Ca. 100 ug jedes das Gon enthallenden Plasmids warden EcoRI verdaut. urn das 
tRNA-Ribozyrngen aul einem 325 bp-Fragmenl freizuseuen. 

Die Verdauprodukte wurdon mitlels Klenow-Fragment endmarkiert und mittels Gelelektrophorese durch 
ein 2% Aoarose^BE-Gel geroimgt. Das Vemcnragrr.ent ur.cl die iRNA-aibozymgen-Fragmente wurden 
du^ch ethidiumbromid-Fiirbung lo'-<a!isier. ausgeschnitten und durch Elektroelution. Phenol/Chlorofomr) -und 
Chloroformextraktion und Eihanolfallung gewonnen. Die gereinigtsn. radiosktiv marklerton DNA-Fragmenie 
wurden d-aufhin unler Benulzung dos Transferrin-Polylysin-Transportsyslems dazu verwendet. d-e Aufnah^ 
me und ..e Hemmung dor orbD-ntvSA zu bostimmen. Als Konlroll-DNA wurde der Vektor pSPT 18 

Als Testzellsystem wurde eine Huhnererythroblastenzellinie gowahlt. die durch nine temperatursens.lve 
Muiante (ts 34.Gral el al 1978) des Vogel- Erythroblastosovirus A£V transformiert ist (Beug el a'. 188.; D). 
Das in diesen Zellen ebonlalls e/primierle erb A Onkogen kann durch einen spez.f.schen ?ro e,nM- 
Hemmer (H 7) inhibiert werden. (Es wurde leslges'.ellt. daC das v-erbA-Onkogen in vivo und m vitro (d.h_ als 
bakterioll exprimiertes Protein) an zwei Stellen. nSmlich Ser 28 und Ser29. .^^ f 

durch cAMP-abnargige Protei-^-inase phosphoryliert wird. Mutation dieser Serine zu f"""'";" ^j^'^"^'*!' !f 
Phosphorylierunc . nd zerstort die v-orbA-OnkogenaWivitat. H7 ist ein spez.f.scher '"»'">'««^ 
Kinasen und ist in der Lage. in v-crbA-v-erbB haltigen Erythroblasten sele-ktiv die durch v-erbA verursachten 
VerSnderungen (z.B. Blockierung dor Differenzierung) autzuheben.) ho, 

EE ist bekannt. daO Erythroblasion d<iren crbii Onkogen U.iikliviuft wlrd • z.B. durch Erhtthung Oer 
Temperatur im Fade einer temDeraturompfindlichen orb B Mutanle -dazu induzierl werden. zu Erythrozyten 

'"""n^^der ersten Anzoichon (Or dir.sen Vo.gang ist eine lnduk;ion der H^moglobinsynthese. die dur^^ 
einen empfind.ichen Nachweis (saure Bonzidinfarbung, Orkin et al, 1975. Graf et al.1978) ^^"^ N.vw^ 
der Einzelzelle nachgev.iosen wordon kann. Als phSnotypische Wirkung eines gegen erb B genchte en 
Ribozyms in diesem Teslsystom ware somit eino spezifische ErhBhung der Zahl benz.d.n-pos.t.ver Zellen 

^cJ'e'dieserT. Beispiel zugrundeliogende Versuchsreihc wurde i.:iiyu.-.clermaiien durchgefOhrt: Dio ver- 
schiedonen DNA -Praparationen (siehe oben und Tabelle D).gel6st in 30 ul TE- puffer. '"^f^/' ^ 

10 ug nativem Transferrin -Eisonkomplex oder Translerrin-Polylysin -Konjugat (gelost in 50 ul aq. b.dest.) 

oemischt und 30 min bei 37* C inkubiort, 

' im f1 der Vektor DNA, (10 ug) wurde entprechend mehr (100 ug) der •r'a"f|f'""-P'^P*~ 
verwendeL Die DNA-Transferrin-DiM-(^ischungon wurden zu je 1 ml transferrinlr«iem D'«erenz.erongsmed - 
um (Zenke et al.. 1988) zugegehon. Die Testzellen (pro Ansatz 3x10M wurden vor dem Versuch 60 mm m 
;Tn2rinle1l^Differenzieru'g.nodi. , bei 4.-C inkubieru (.„erd..ch wird die J-^f 
verstarUt) und zu den DNA-Transferrin-hallgon AnsStzen hinzugegob^n Nach 6 ^'^J«J' ^^^^ 
(behandlung der ZeUen sieho unton) wurdon Proben entnommen. wio beschneben. m Uberstand und 
Zellsediment autgetrennt. in PK/SDS Puffer aufgonommen und die D^A analys.ert. 

Fig 12 zoigt, daO. analog Beispioi B. in d«r mil Transforrln-Polylys.n behandelten Zellprobe etwa 5-10 
mal mehr DNA von den Zellen aulgenommon v/urde als in don Kontrollproben mit nativem Transfernn. 
Spur m: MoleKulargewichtsmarker: pBR322 DNA, gespallen mit Hpall und unter Verwendung des Klenow- 
Fragments der DNA-Polymeraso mit alpha-^'P-CTP radioaktiv inarkiGu (Mamatis) 
Spur 1: 2000 cpm ESlS-Frsgmcr,; 

Spur 2: Material von Zellen. behai.dol; mil Transferrin und ESI 3 

Spur 3: Material aus Zellen. bohandoll mil Ttanslorrin-Polylysin und ESI 3 

Nach Inkubationsende (6 h) wurden die Zellen abzentrifugiert und in transfernnhall.gem D'fferer.z^ 
rungsmo-ium mit Erythropoiolin und Insulin (Kowenz et al.l986. Zenko ol at 1988. 2 ml pro AnsaU und be. 
37* C d.h. in Anwesenheit eines akliven v-orb B-Protoins) svoile.e 72 Stundon inkubiert. 

Folgende Ergebnisse wurdon eihallen: ^ ~ u, j_ „i,o»„h«iM 

1 Ahnlich wie in Beispioi 8 konnio eine verstarkte Aufnahme von DNA m der Grfifle der erbBschn.tt 
' DNAs In den mit Transferrin-Polylysin bohandalten Zellproben (etwa 5 fach) beobachtet werden. 

2 Tabelle D zeigt, da/J in alien Fallon, in denen orbBschnilt-Ribozym-tONA mit H.lfe von Polylys.n- 
Transferrin-Konstrukten in orb B translorm.orto Erythroblasten eingobracht wurde, der P'OzentsaU an 
Benzidin-positiven Zellen signifikani (aul ca. das Doppelle) erhShl war (als Referenz d.enten die P'Ot>en. d.e 
^t Vektor^DiMA behandolt wurdon und in denen die Verwendung von Polylysin-Transferrm-Konjugaten 
envartungsgemaB nicht zu oincr Erhohung dor Zahl bonzidin-positivor Zellen fUhrte). 
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Beispiel 1 1 

EHizlente Blndung und Inlemalisierung von Transiorrin i-olylysi:.OMA i<omplex8n In hamatopo«ctl«chen 
5 HUhnerzellen 

Die Binduno von T«pL und TIpL-DNA an Zolloborfiachonre«optOfon wufd« mil TrWum-mefWortwi 
Substanzen nach der von Slein ot al.. 1984. ooschriebenen Melhoda gamosson. 
durch KonjugaUon von markiertam Polylysln mit Transferrin rwch der in Bolsplel '^•J'**?^^^ 
,0 hergesleilt. Die M^rkierung von Polylysin CO wurde durch Behandiung mit ^7^^^ 
Natriumborhydrid durchgefOhrl (/^li und Puot. 1974). Das £.ei>b.iis ^^^^ 
dargesteilt. Markiertes TfpL 90 (Vierecko) odor markiertes TfpL 90. komplox!ert irilt P^-^^ -DNMPrwnega 
Biotech, hergestellt mittels Trilon-X-Lyse. CSCI/ElBr-Gleichoewichts-DichlsgradieKrtenzwiWfog^ Entf«r. 

mit 1-Butanol und Dialys-. gogen 10mM Tris/HCI pH/.S. ImM ^^J^f^'^j;;^^' 
apSfische Binduno an den Transforrin-Rozepl r von HOa-Zelleo untersucht^D«u wun^ 
bzw. Komplexe (0.1 • 100 nM) 2u HD3-Zollen (1 x 10*/ml in MEM Eagle-s Mmirnun, ^"^J^^J^f/J 
getOgl und 3 h inkubiert. Fig.13 zeigt. dafl sowohl die Konjogate als "^^^P^^^.'Tj^^'^^ 
Serart blnden. d.0 Sflttigung ei.Uritl. Die aus diosen Da.en orrechnelon «»«'"^«" 
belrugen 22 nM fUr TfpL und 43 nM fOr T^pL-D^;A.Komplexe. Obwohl otwas hOher. atimrMn dl0M Werte 
relativ gut mit denen fOr natives Trans:9rrin. die mit 1 5 nM bestimmt worden waren Oberein. 

urn die Aufnahme von TtpL-DIMA-Komplexen in intrazellulBre Vesikol zu verfo^n. '""^^^ 
HD3-Zellen mit Translerrin-freiem Ditferenzierungsmedium bei 37 C 18 h lang InkuWert. Nach ZoaaU von 
FITC-Transferrin bzw. von TfpL-Konjogalen (mit FITC an der Polylysin-Gruppe maikiorl. In einigan Exper.- 
menten mit DNA komplexiert). warden die Zolton weilore 18 h inkubiert^ Die Z^"^ ^TZ& Zla^ 

mit einer Mischung aus 3.7 -/.igem Formaldehyd und 0.02 %ioem GlutaraWehyd f.xlert. gewa^ 
schen. in Mowiol 4.88 eingebettet und in einom Zeiss Axiophot ^^^'^^"'^''^^T^l'Z 
Kontrolte wurdo FITC-markierter Ziegon-Antl-Mausanlik»rper (0.1 mg/ml) vorwer^det (vgl. BJ»Ptel 5). FOr d« 
lZZ.e Bestimmung von F.TC-Tf. F.TC-TtpL bzw. "^C-Ttpl^NA wurden die ^eUen 6^ mK dem 
ieweilioen PrSDarat (Tf: 40 ug/mi; TfpL27C. 50 ug/ml. T(pl270 plus pB-8K DNA (Proff»g8 Biotech 
Kstem mfnrTnin-X-Lyse. CSC..?tBr-6.eichgew.chts-Dichtegradienter.entH.u^^^^^^^ SSr»S«eO 
iStanol und Dla.yse gegon lOmM Tris/HCI pH 7.5. ImM EDTA): 50 "0"-' ^^.^0""; J^S^^ 
inkubiert. 3 x In kaltem PBS/BSA gewaschen und der quantitativon FACS-Analyse In eirtem Barton- 

Dickinson (BD) FACSAN unterworfon. .^mk»« Miaiiu* 

Rg 14 Jot. daiJ sowohl mil TrpL als auch mil TfpL-DNA alle 2olU,o oir.o mehr als 10 '^^•^f ^J*"r; 
Fiuoreszenz aufweisen. was darauf fSnweist. dafl die Konjugato bzw. Komplexe von mehr als 95 % der 
Zellen aufgenommen werden (Tl: ; TfpL:. . . : 



/5 



20 



25 



30 



35 



40 



TfpL/DNA: 

Bindungspuffer: — ). ^ 



45 



BeiSpibi 12 



Expression von DNA. die Obor TfpL id die Zeile aufgenommen wurde 



Nachdem in den vorangogangenon. Boispielen festgestoilt worcion war. daiJ der Genlrans^ mU T^L 
« nicht schSdlich for das Zellwachstum ist. wordo die Wirkung von ^'PL^^NA-Komptexen getesW d^ 
einen ISngeren Zeitraum auf Zollon angowendet wurdon (als DNA ^-urde ^^"^"^^'^^^^^ 
Luciferase-Gen. wie im Beispiel 9 boschriobon. vorwendel). In diosorn Versuch wurde 
Konzentration von HD3-Zelion 1 bis A Tage lang mit odor ohno liigliche Ergfinzung von TfpL-DNA- 

65 ^^'''"in l?r^^^^ zeitlichon Absliindon wurci...^ Aliquots auf Luciferaso-Enzym-Aktivimt ""tersucht^ wie 

u^ Beispiel 9 beschrieb-n. Ir; don Kulluron mit wiedorholter Zugabe dor Komplexe wurde ein J;^^' 
MaB an Luciferase^en Expression gomcscon (100.000 bis 200.000 Lichteinheilen/10' !2n 
JTgesamten Unlersuchunos..ilr:u.:.s im wesontlichon konslant bliob. WShrend dieses Zeitraunis warden 
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keine cytotoxischen WirVungon boobachlol. Wonn Zellon nur oinmal mit don Komplexen beladen wurder.. 
nahm die Ludferas^Aklivitat zwischon ticm 2. und 4. Tag urn das 10 bis 20fache ab. Diesd Erootviisse 
zeioen dafl troU oHa-rwhtlich vofOboroohonde. Exprossion dcs Luciforaae-Gens. das mit Hillo dor 
edindunosoomflBan Kcn|i>gat€ in die Zellfl einooHlhrt wurde. dutch wiodcrholio Zugaba uine konctant hohe 
6 Expression der eingefOhrten Gono aufrochtorhalton werdon kann. 

Beispiel 13 

10 Urn festzustelleo, wie groB dor Anicll von ZoUon 1st. o e tatsachlich PiasmW-DNA eKpcimteren. die Obei 
Transferrinfeklii^ oii»OafOhrt wurdo, wurdon HD3-Ze:ton. wie in don yorenQoganoenen Beispieten beschne- 
ben, mil TfpL/DNA-Komploxen inkubiort. Ais DNA wurde 



pRSV-flCal- 



Plasinid-DNA(. 



verwendet. Oe Expression dieses Reportof-Gons wurde darauHvn in oinzolnen Zelten mittels FACS-Ar^alyso 
20 (Nolan et al.. 1988) untersuchl, Als Kontrollo wurde TfpL-pB-SK-.ONA{. . . ) verwendet. Dazu wurde das 
fluoreizierende ^GahSubstrat FDG (Flut.oscoln-Di-^-d-Galaktopyranosid) mittels ovnolischem Scr>ock em- 
gefUhrt und die Verteilung von Zellon. dio Fluoroscoin entltalion. das cufQrund von ^Gal-Enzymaktiv»tfli aus 
FDG froigesetzt wurde. untersucht. Dio oloichmSflige Verteilung Fluorescein enthaHender Zellen m\ den 
Schlufl zu. dafl ein groBor Antoil vi^.i Zoli^ir. das ^Gal-nopo^lor-Gci. oxprimlert. Das Ergebnis dieser 
?5 Versuche wird »n Rg.15 geroigl. 

Tabollo A 
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Transport von PolyLyaln-Transforrin In Erythroblasten 



Ansatz 


Medium 


Transferrin-polyLysIn 


Vosikoltluoroszoni 


Viabilltill (3H Td 
R-Einbau) 








24 h 


48h 


i8h 


1 


2 ml 


ohne Zusai2 


<1 % 


<1 % 


140.000 cpm 


2 


2 ml 


145 Ul HjO 


<t % 


<1 % 


126 000 cpm 


3 


2 ml 


145 Ul TfpL Fri 


>00 % + + 


>90 %♦ * 


137.000 cpm 


4 


2 ml 


145ulTfpL Fr2 


>90 %+ + 


>00 ♦ ^ 


161.000 cp*n 


5 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr3 


>90 + 


>ao ♦ ♦ 


153.000 cpm 


6 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr4 


ca.80 % ♦ + 


>oo ♦ 


151.000 cpm 


T 


2 m! 






<s.cn cu. ^ M ^ 


li;** rVV> 


6 


2 ml 


1 145 ul TfpL Fr6 


ca.40 + ♦ 


>90 %4* + 


165.000 cpm 



40 
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•f + und + ♦ ♦ bezeichnon dio rolalivo Sl^rke dor Voslkollluoroszon^ 



60 



05 



15 



EP 0 308 758 /.I 



Tabello B 



PolyLysln-Transforrin kann boi dor Slimuliofung dor m-vilro induzioriei 
Erythroblaston normalos Translorrin funktionoti tt.citzon 


1 nOiiung von 


Nr. 


Medium 


Zusau 


Zellzah.l 
10* /ml) 


Hamoglobin E 492 


Reifungsgrad % 
Reticulozylon 


24 h 


4o n 




48 h 


72 h 


1 


:>ml 


Fe-Transferrin 


3.28 


4.38 


1,38 


2.74 


>80% 


2 


2 ml 




2,62 


2.56 


0.35 


0.23 


<i % 


3 


2 ml 


H2O 


2.60 


2.42 


0.30 


0.13 


<1 % 


4 


2 ml 


TfpL Fri 


3.70 


4,44 


1.36 


2.69 


>80 % 


5 


2 ml 


TfpL Fr2 


3.56 


4,24 


1,16 


2.51 


\ n.b- 


6 


2 ml 


TfpL Fr3 


3J2 


4.54 


1.58 


2.54 


>eo% 


7 


2 ml 


TfpL Fi 4 


3.48 


4,S6 


1.57 


2.55 


n.b. 


8 


2 ml 


TfpL Fr5 


3.36 


4.26 


1.41 


2.47 


n.b. 


9 


2 ml 


TIpL Fr6 


3.58 


4,4 
J 


1.14 


1.03 


60-65% 



•: nicht bosUmmt ^ ry \ 

*»: Fe-Transforrif^. 200 ug m i3 Ul; TfpL-Fraktlonon. 200 ug In 130 ul: H?0. 1 



Tabelle C 





Modlum-Zusau 


Dillf^onzic 


trurigsparam 


eter 




Versuch 


Tran8le*rin 1 Transferrin 
1 Koniugato 


ONA 


Zoltzaht. I 
(xlO'/ml) 


Hb (E*") 


% deslnt. 
Zellen 


% LB*E 


% Ebl 


1 


: — f 


TfpIOO 
Tfpl270 




2.56 
3.72 
367 
330 


0.250 
1.097 
1.105 
1.366 


56 
3 
5 

11 


<1 
73 
54 
60 


44 

1 

e 
4 


2 




TfpiOO 


pRSVLuc 
pRSVLuc ' 
pRSVLuc 


1.24 

5.22 
4.46 


0.20 

2.450 

2.205 


n.n, 
n.n. 
n.n. 


1 3 


i ■ 


TIplOO 
Tl-Prot 




2.1 
2.55 
2.64 
2.78 


0.222 
1.369 
1.016 
1.055 


79 
6 

10 
9 


<1 
72 
56 

72 


21 
0 
7 
4 
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Tabelle 0 



Reifung (Hamoglobiogehall) von v-erbB - transformierten Erythroblaston. die v-erbB - Ribozym • CNA 

aufgenommen haben 


Nr. 


DNA 


Transferrin 


Hamoglobin-Gehalt (% p>ositiv 
nach saurer BenzidinfSrbung) 




Art 


MW 


Menge 


Art 


Menge 


14 h 


62 h 


1 


erbschnitt 13 


2x10^ 


1 ug 


Tf 


10 ug 


<1 


15 + -3' (3)** 


2 


erbschniU 13 






TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


37 + -4 (2) 


3 


erbschnitt 53 


2x10^ 


1 ug 


Tf 


10 


<1 


25 + -2 (2) 


4 


erbschnitt 53 






TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


42 + -1 (2) 


5 


vector ohne Ribozym 


2x10^ 


10 ug 


Tf 


TOO ug 


<1 


23 + -3 (2) 


6 


vector ohne Ribozym 




10 ug 


TfpL Fr5 


100 ug 


<1 


22 + -2 (2) 


7 


erbschnitt 13 + 53 s.o. 




0.5 + 0,5 ug 


Tf 


lOag 


<1 


21 +-2 (2) 


8 


erbschnitt 13 + 53 




0.5 + 0,5 ug 


TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


38 + -2 (2) 



a: Pro Bestimmung warden > 200 Zellen ausgezShlt. Werle + - Standardabweichung 
b: Anzahl unabhSngiger Beslimr.iungen 
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AnsprUche 

1. Noue Protein-Polykation-Konjugato. die befShigl sind. mit zu Polykationon affinen Substanzen, 
insbesondere NukleinsSuren odor Nuklei.is5ureanalogen. ISsliche Korr.ploxe zv bildan» die (Jber Rezeplor- 
vermittelte Endozytose in dio Zello aufgonommen v/erden, dadurch Qekonnzelchnet, daB der Proteinanteil. 
des Konjugats Transferrin ir». 

2. Konjugate nach Am vuch 1. dadurch gekenn;:eichnel. dafl das Polykation ein, gegeber entails 
modifiziertes, Protamin 1st. 

3. Konjugate nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnai, da/J das Polykation ein, gegebenenfalls 
modifiziertes. Histon ist. 

4. Konjugate nach Anspruch 1 , dcdurch gekennzeichnol, da/1 das Polykation ein synthetisches hornolo- 
ges Oder heterologes Polypeptid 1st. 

5. Konjugate nach Anspruch A, dadurch gekennzeichnot. daB dus PoS>peptid Polylysii) Is*. 

6. Konjugate nach oinem der AnsprOcha 1 bis 5, dadurch gel:ennzeichr*et. dai5 das Polykation etwa 20 
bis 500 positive Ladungen aufv/oist. 

7. Konjugate nach oinem dor AnsprOche 1 bis 8, dadu'-ch gekonnzeichnet, da/J das molare VerhSllris 
Transferrin:Pclykation etv/a 10:1 bis 1:4 betrSgl. 

8. Neue Protein-Polykalion/Nukloinsaure-KompleKe. die Ober Rezeptor-vermittefte ^'ndozytose in die 
Zelle aufgenommer werden, dadurch gekonnzeichnet. dai3 das Protein Transferrin 1st. 

9. Komplexe nach Arispruch 8. dadurch gekennzeichnot. da/J a;j Konjugat-Anteil einer der in den 
AnsprOchen 1 bis 7 definierten Konjugate enthalten. 

10. Komplexe nach Anspruch 0. dadurch gekennzeichnet. dafl sio als Nukleinj^ure eine zur spezifi- 
schen Inhibierung von Genoa bzw. dor RNA-Funktion bofShigte NukloinsSure enthalten. 

11. Komplexe nach Anspruch 10. dadurch gokannzeichnel. do/l sio oine Nukleinsiluro enthalten, die zur 
Inhibierung viraler Nukteinsi\ure befShigt ist. 

12. Komplexe rwch Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. 6aB sio eine Nukleins^ure enthalten, die zur 
Inhibierung von Oncogenen cdor anderon SchlOsselgenen. die WacJibtum und/oder Dlfferenziea*ng von 
ZeUon kontrollieren. t>efShlgt ist. | 

^,3. Komplexe nach einem der AnsprOche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet. dafi sie als Nukleinsfiure 
ein Ribozym, gegot)enenfans zusammon mit ainer Carrier-RNA, bzvt. das dafOr kodierende Gen enthalten. 

14. Komplexe nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, da/J sie als Nukleinstti're eine genetische 
Einheit, bestehend aus einem tRNA-Gen als Carrier-Gen und eInem innorhalb dieses Gens ar>gecrdr«eten 
Ribozymgen, enthalten. 

15. Komplexe nach einem der AnsprUche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB s»e als Nukleinsilure 
ein, gegebenenfalls modifizieru^. Antisense-Oligonukleotid. gegebor.o.italls zusammen mIt einer Carrter- 
f lukleinsaure, bzv/. im FaMo einos RNA-Oligonukleotids das dafOr kcuiotende Gen enthalten. 

16. Verfahren zum EinfOhron von Nukleinsfiuron in menscMiche odor tierische Zellen mittels Rezeptor- 
vermittelter Endozytose, dadurch gokonnzeichnet, da/J man aus oinom Transferrin-Polykatlon-Konjugat und 
Nuklolnsiiure(n) einen, vorzugswoise unter physiologlschon Bedingungon l5sWchen, Komp»ex bikM und die 
Zellen mIt diesem Komplex in BerOhrung bringl. 

17. Pharmazeutische Zuboroitung, onthaltend einen oder mehreru der in den AnsprOchen 8 Ws 15 
definierten Komplexe. 
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SPALTSTELLE 

U7 RNA . 

5-AUAOU(WUACAOCW1JUUUAOAAUUUOUCOAOCA(KH«WCOOACUK:OOUCOOAAAACOCCOA 
3*~.CACAAUC0C0A AAAAUCU0AAAC-.5' 

A-U 

g:g CD33 

A 0 

^« ««a'''' SPALTSTELLE 

CrbB mRNA tnUUtWn Ddon ^ 
5*... CCC AG ACC ACUGC AUCAAOUClArA:iK AUUlWAUAOAUGOUCCCCAC?.n^^ 

/ 

0 A 
C«0 Ou 
A-U 

8:g ES53 

A 0 

0 u 

orhR.«PNA SPALTSTELLE 

5-.„ CCCAOACCACUGCAUOAACUCUUOCUCAUUUUAUAOAtXKJ^ -J' 

0 A 
C«0 0\J 
A-U 

8:8 ESI 3 

A 0 

0 u 
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documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



la BLURRED OR D.LEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 
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BLACK BORDERS 



□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 




